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Uber die Einwirkung yon Jodmethyl auf 
Casein 

Y o n  

Zd. H. SkraUp und E. Krause. 

Aus dem II. chemischen  Universit i i tslaboratorium in Wien. 

(Vorge leg t  in der S i t zung  a m  6. Mai  1909.) 

Die Einwirkung yon salpetriger S/i.ure auf Proteine hat 
gezeigt, dal3 der Lysinrest und zum Teil auch der Argininrest 
eine Veriinderung erf/ihrt, derar[, daft bei der Hydrolyse der 
,,Desaminproteine<,, die durch salpetrige S/iure aus den Pro- 
teinen entstehen, Lysin tiberhaupt nicht nachweisbar ist und 
das Arginin zumeist nur in verminderter Menge. 

Aus diesen Tatsachen wurde der Schlul3 gezogen, daft das 
Lysin (und [eilweise auch das Arginin) im Proteinmolek/.il eine 
freiliegende Aminogruppe besitzt. 

J. v. B r a u n  x hat dagegen eingewendet, daft nach den 
Untersuchungen von E. F i s c h e r  und KS lke r  ~ aus Peptiden 
dutch salpetrige S/iure auch der Stickstoff einer Iminogruppe 
eliminiert werden kann. Und wie dieses nur unter vorher- 
gehender Hydrolyse mbglich ist, kSnnte eine solche auch bei 
der Einwirkung yon salpetriger S/iure auf Proteine eintreten. 
Tritt diese aber ein, ist der yon uns gezogene Schlul3 auf 
freie Aminogruppen unhaltbar. Dieser Einwand 1/il3t sich bei 
der gegenw/irtigen experimentellen Sachlage weder entkr/iften 
noch beweisen, aber selbst wenn  letzteres gelingen sollte, 
wird das Wesentliche nut verschoben, nicht geiindert. Die von 

1 Mediz.-naturw. Archly, Bd. II, 172. 
2 L i e b i g ' s  Ann., 340 (177), 1905. 
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dem einen yon uns und seinen Mitarbeitern gemachten Beob- 
achtungen wtirden dann bedeuten, daft an solchen Stellen der 
Proteine, in welchen das Lysin (und Arginin) peptidartig ge- 
bunden ist, vim leichter Hydrolyse eintritt als an anderen. Das 
wesentlic.he Ergebnis, die Bindung des Lysins (und Arginins) 
im Proteinmolektil sei anderer Art wie die der meisten tibrigen 
einfachsten Bestandteile, bliebe bestehen. 

Das Prinzip, yon dem wir ausgegangen sind, an den Pro- 
teinen chemische Ver~.nderungen vorzunehmen und dutch 
Hydrolyse festzusetzen, an welchen Resten solche eingetreten 
ist, wird nicht verrilckt. 

In weiterer Anwendung dessen haben wir die Einwirkung 
von Jodmethyl auf Casein untersucht. 

Ob diese Reaktion jemals studiert worden ist, konnten wir 
in der Literatur nicht auffinden, gs  war ftir sie yon vornherein 
folgendes wahrscheinlich. 

Sind im Protein Aminogruppen frei und nicht in peptid- 
re'tiger Bindung, d a n n i s t  anzunehmen, dab Methylierung in 
ihnen am leichtesten erfolgt. Bei ersch~Spfender Behandlung 
k~Snnten sogar quaterniire Jodide entstehen. 

Methylierung ist aber auch in Iminogruppen m~Sglich, mit 
anderen Worten: auch bei peptidartiger Verkettung. Auf alle 
die M/3glichkeiten, die sich voraussetzen lassen, einzugehen, 
hg.tte wenig Bedeutung. Nur das eine darf wohl erwiihnt 
werden, daB, wenn das Protein tatsiichlich methylie,t wird 
und sich bei seiner voIlst~indigen Hydrolyse herausstellt, dab 
gewisse einfachste Bestandteile wieder und in derselben Menge 
entstehen wie aus dem unveriinderten Protein, ftir diese Be- 
standteile der Beweis erbracht ist, dab sie im Protein vor der 
Methyliertmg geschtitzt sind. Wenn dagegen andere Bestand- 
teile nach der Hydrolyse nicht wieder auftreten, dann kann 
geschl0ssen werden, dab sie methyliert worden sind und ftir 
diese Reste ein /ihnlicher Schutz nicht besteht. Selbstverst/ind- 
lich w/ire es von noch gr~513erem Ausschlage, gel/inge es, die 
durch Methylierung verS.nderten einfachsten SPaltungsstilcke 
in Substanz zu isolieren. Es sei bemerkt, da[3 letzteres uns 
leider nicht gelingen wollte. 
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Die Methyl ie rung erfolgte mit  Hilfe yon alkohol ischer  

Kalilauge in der Wttrme;  es war  deshalb nicht unmSglich, da6 

sie yon einem Zerfalle des Proteins begleitet ist, wie er dutch 

w/isserige Lauge  erfolgt. 

Selbst  wenn ein solcher  anzunehmen  ist, wird das Vor- 

erw/ihnte nicht berfihrt. Er  ist aber auch sehr wenig wahr-  

scheinlich. 

Einmal ist die Ausbeute  recht  betr~ichtlich. Man b e k o m m t  

trotz der umstS.ndlichen Reinigung, vom Gewicht  des Caseins 

gerechnet ,  fiber 400/0 der vielfach umgef~llten Substanz.  

Zwei tens  steht  diese in ihrer Z u s a m m e n s e t z u n g  dem Casein 

sehr  nahe. 

R e c h n e t  man die Mittelzahlen der Analysen derart  urn, 

da6 ffir CH~O und ffir das Stickstoffmethyl  je ein CH~ und 

aul3erdem noch der Jodgehal t  in Abzug  kommt,  so erh~ilt man 

ffir die S t a m m s u b s t a n z  folgende Prozentzahlen,  welchen wir 

die Mittelwerte ffir das Casein selbst  beisetzen,  wie sie sich 

nach den im Cohnhe im 'schen  Lehrbuch au fgenommenen  Ana- 

lysen berechnen.  
Stammsubstanz des 

methylierten Caseins Casein 1 

C ........... 53'6 53"26 

H . . . . . . . . . . .  6"8 7"06 
N . . . . . . . . . . .  15"8 15'70 
S . . . . . . . . . . .  0"76 0"77 
P ........... 0"95 0'84 

0 ......... ~ 22" 7 22' 37 

Alle Zahlen s t immen gut  fiberein, ein Unterschied ist 

selbst ffir den Phosphor  nicht vorhanden.  

Es  ist deshalb anzunehmen,  da6 abgesehen  yon der 

Methyl ierung ein t iefergehender  Eingriff  nicht erfolgt ist. 

Das methylierte jodhalt ige Casein entsteht in gwei Arten, 

yon den en die eine in W a s s e r  sehr  leicht, die andere schwer; 
daffir in sehr verdf inntem Alkohol 15slich ist. Eine vSllige 

Reinigung dieser zwei  Substanzen,  insbesondere  der in W a s s e r  

1 Beim Casein haben wir eine Abrechnung des von uns ermittelten 
Gehaltes an OCH 3 und NCH 3 nieht vorgenommen. Siehe darfiber den experi- 
mentellen Teil. -- 

32 ~ 
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leieht liSslichen, ist natfirlich so gut wie unmSglich. Die leichter 
15sliche erwies sich als jodS, rmer, mitunter war sie fast jodfrei. 
Da wir das MengenverhNtnis der verschieden 15slichen Arten 
sehr wechselnd fanden, die schwerer 1/3sliche, wie sich zeigte, 
in die leichter 15sliche iibergeht (dieses sogar wiederholt beim 
Aufbewahren im geschlossenen Gef/iBe), haben wir auf die 
ohnedies nut sehr ann~hernde Trennung ganz verzichtet, 

Bei den Jodbestimmungen fanden wir, daft der Jodgehalt 
geringer gefunden wird, wenn man im Tiegel mit Soda ver- 
gltiht als mit t'lbersehtissigem Atzkalk im Rohre (be! e'inem 
Prgtparat 2"74~ beziehungsweise 3"490/0). Es schien nicht 
unm6glich, dab dieses daher rtihrt, dab das J od teitweise 
wenigstens in quatern~irer Form gebundert ist. Diese Ver- 
mutung land auch eine Stfitze in anderen Beob'achtungen. Be{ 
der Hydrolyse mit relativ konzentrierter Schwefels/iure wurde 
kein freies Jod abgeschieden, ebenso nicht bei allen folgenden 
Operationen, und in den letzten Mutterlaugen, die naeh Ver-  
esterung in Salzs/iure, Absehiitteln der Ester etc. auffreten, 
war starker Jodgehalt noch nachzuweisen. Wir fanden abet 
andrerseits, dat3, wenn das Jodid in verdfinntem Alkohol gelSst, 
mit Ammoniak bis zur stark alkalischen Reaktion versetzt und 
dann wiederholt mit Ammonsulfat ausgesaIzen wird, die F~llung 
dann kein Jod mehr enth~ilt. Ob das Jod lediglich als Jod- 
wasserstoffs~iure oder aueh noch in anderer Art gebunden ist, 
l~it3t sich daher vori~iufig nicht sicher entscheiden. 

Die Hydrolyse zeigte, dab aus dem mefliylierten Casein 
Tyrosin und Lysin fiberhaupt nicht, Histidin und Arginin, wenn 
t~berhaupt, so in viel geringeren Mengen zu gewinnen sind als 
aus dem Casein selbst (Histidin 0'  02 ~ start 2" 6 ~ und Arginin 
0"2O/o statt 4"80/0 wie im Casein). Glutamins~iure und Leucin 
wurden aber in sehr erheblicher Menge erhalten (Glutamin- 
s~iure 10% ; ein Vergleich ist beim Leucin nicht m/Sglich, da 
die Menge desselben im Casein nicht genau ermittelt ist). 

Phenylalanin fanden wi.r als Chlorhydrat mehr, als ffir das 
Casein angegeben ist, rund 6 %  gegen 3"8~ . Doch war unser 
Pr~.parat nicht rein. 

Mit dem Verschwinden des Tyrosins steht auch das Ver- 
sagen der Millon'schen Reaktionen in Zusammenhang. 
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Die Biuret'reaktion, die Reaktion nach M o l i s c h  mit 
e-Naphthol und Thymol treten beim Methylieren von Casein 
in gleicher Intensit/it wie beim Casein ein. Die Liebermann'sche 
Reaktion ist beim methylierten Casein schw/icher, die Glyoxyl- 
s~urereaktion dagegen viel st/irker. 

Demnach ist man berechtigt anzunehmen, dal3 bei der 
Methylierung die Reste der Glutaminsgiure und des Leucins 
(vielleicht auch des Phenylalanins) nicht Anteil nehmen, 
dagegen die des Tyrosins und der Hexonbasen reagieren. 
Worauf dieser Unterschied zurfickzuffihren ist, kann vorlgmfig 
nicht entschieden werden. 

Man kSnnte unter anderem annehmen, daft diese Differenz 
auf sehr einfacher konstitutiver Verschiedenheit beruht. Dal3 
z. B. schon ganz einfach zusammengesetzte Peptide, die Leucin- 
und Glutaminsgure enthalten, bei der Einwirkung yon Jod- 
methyl in dem Leucin- und Glutaminrest intakt bleiben, solches 
aber ftir Peptide, die Tyrosin und Hexonbasen enthalten, nicht 
gilt. Der Unterschied wgre dann fClr die Konstitution des Pro- 
reins nicht yon Belang; er w/ire dann nut ein negatives Charak- 
teristikon ffir Leucin und GlutaminsLiure und ein positives ffir 
die anderen Aminoverbindungen. 

Wir versehieben weitere Betrachtungen, bis noch andere 
methylierteProteine untersucht sind und bis wir an synthetischen 
Polypeptiden den Verlauf der Methylierung untersueht haben, 
mSchten aber unsere Meinung dahin abgeben, dab wir die 
frtiher erwghnte einfachste Deutung nicht ftir die wahrschein- 
lichste halten. 

E x p e r i m e n t e l l e r  Teil.  

Untersuchung des Caseins auf Methoxyl und Stickstoff-  
methyl. 

Ob im Casein oder tiberhaupt einem Protein Methyl an 
Sauerstoff oder Stickstoff gebunden ist, wurde unseres Wissens 
bisher nicht untersucht. 

Ffir die beabsichtigte Untersuchung war eine FeststeIlung 
dieser VerhS.ltnisse notwendig. Das k/iufliche Casein nach 
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H a m m a r s t e n  erwies sich a u c h  nach 14sttinaigem Trocknen  

im Vakuum bei 80 bis 90 ~ als methoxylhaltig. 

0"828g gaben 0"0510o-o" AgJ = 0"81O/o CH~O. 

Da es nicht ausgeschlossen war, dal3 vom Entfetten her 

Reste von Ather oder  Alkohol zur t ickgehal ten  werden, welche 

bei der Methoxylbes t immung stSren, wurde das PrS.parat zu 

wiederholtenmalen in der eben nStigen Menge von Soda gelSst 

und mit Essigs~iure wieder ausgef~tllt. Das sorgftiltig ge- 

waschene  Pr/iparat wurde zuntichst an freier Luft, dann bei 

!00 bis 105 ~ durch 3 Stunden bei einem Drucke von 10 bis 

i5 m m  getrocknet. 

Der Methoxylgehalt  hatte sich nicht ge~indert. 

0"5592g gaben 0'0359g" AgJ ~ 0"850/0 CH30. 

Dieselbe Subs tanzmenge  wurde weiter zur Best immung 

des Stickstoffmethyls verwendet.  

Erhitzt his 230 ~ . . . . . . . . . . . . .  0" 0608 ff AgJ 

~ 280 bis 290 ~ . . . . . .  0"0385g ,, 

,> 310 ~ . . . . . . . . . . . . .  gelbe D~impfe, aber 
kein Jodsilber 

o. 69 o/o CH 3 

0- 440/o 

1" 130/0 Gesamt-CH a 

Danach kann man im Casein eine kleine Menge von Meth- 

oxyl und yon Stickstoffmethyl annehmen. Soweit  diese kteinen 

Zahlen eine Berechnung zulassen, liefJe sich schliel3en, dat3 auf 

eine OCH3-Gruppe 4 CH a kommen und dal3 auf Grund dieser 

Zahlen ftir das Casein als kleinstes Molgewicht sich rund 3500 

berechnet. 
Dabei mug aber doch in Betracht kommen, daft bei den 

Methoden zur  Best immung der Methylgruppen eine Hydro lyse  

des Caseins sicher stattfindet, dab diese zum Teil bis zu den 

einfachsten Aminoverbindungen fortschreiten dtirfte und daB, 

wie wir ge funden  haben, das Erhitzen dieser mit Jodwasser-  

stoffs/iure fltichtige Jodide liefert. 
Leucin gab bei der Methoxylbes t immung kein Jodsilber, 

beim Erhitzen auf 310 bis 350 ~ nach H e r z i g - M e y e r  aber 
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kleine Mengen, die bei Wiederhoiung des Versuches sich nicht 
mehr vermehrten. Der Einfachheit halber rechnen wir auf 
Methyl urn. 

0 " 2 1 7 7 g  g a b e n  0 ' 0 4 9 1 f f  A g J  - -  1"45O/o CH3.  

Glutamins/iure gab schon bei der Methoxytbestimmung 
Jodsilber. Das Prfiparat ist aus mehrfach umkrystallisiertem 
Chlorhydrat mit Silberoxyd dargestellt worden, welches Ver- 
fahren der Zerlegung mit Ammoniak vorzuziehen ist. 

0 " 3 2 3 6 g "  his  130 ~ e rh i tz t ,  g a b e n  0"0077o~ A g J  ---: 0 "31O/o  C H 3 0  , 

,> 3 6 0  ~ ~, ~ 0 . 0 2 9 1  2- - -  0 ' 5 7 o  o CH3, 

w i e d e r  3 6 0  ~ ~ ,, 0 " 0 1 2 0 f f  ,, - -  0 "24O/o  CH3. 

Es sei noch bemerkt, daft sowohl Leucin als Glutamin- 
s/iure bei Bestimmung des Methylstickstoffes braune D~impfe 
geben, die sich in dem Waschgeffil3e Zu braunen TrSpfchen 
kondensieren. In einem Falle gelang es, nachzuweisen, daft 
das Ol Jod enth/ilt. 

I~l Berticksichtigung der Zahlenunterschiede und aller 
sonst hier in Betracht kommenden Momente ist aber anzu- 
nehmen, dal3 der beim Casein be0bachtete GehaIt an OCH 3 
und NCH 3 zum gr613eren Teile dem Protein selber zukommt 
und nicht aus sekundftren Produkten stammt. 

Bei den Vorversuchen zeigte sich, daft fein gepulvertes 
Casein zur LSsung bei Gegenwart yon Wasser viel weniger 
~tzkali braucht als bei Gegenwart von Alkohol. 

Je i g Casein mit 5 c m  3 Wasser verrtihrt, 15ste sich lang- 
sam in der KS.lte, rasch bei Wasserbadtemperatur, nach Zusatz 
yon 0"1 c m  3 10prozentiger w/isseriger Lauge teilweise, fast 
vollst/indig in 0"3 c m ' .  In der KS.lte erstarrten die LSsungen 
zu steifen Gallerten. 

Unter gleichen Verh~iltnissen, abet bei Ersatz des Wassers 
durch 96prozentigen Alkohol trat erst bei 2"5 c m  ~, d. i. also 
der sechsfachen Menge Atzkali, LSsung ein; auch hier bleibt 
eine leichte Trtibung, die auch bei weiterem Zusatze nicht 
verschwindet. Die erkaltenden LSsungen erstarren auch bei 
Gegenwart yon Alkohol zu Gallerten. 
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Da es erwtinscht war, dasWasser m6glichst auszuschliel]en , 
haben wit die Einwirkung von Jodmethyl akff die alk0holisc!~e 
alkalische CaseinlSsung vorgenommen. Die Hauptschwierigkeit 
war, das Zusammenbacken des Caseins zu verhindern, was bei 
Arbeiten in kleinem Mal]stabe leicht gelingt; nicht abet bei 
gr6f]eren Mengen. Am leichtesten wird die Bildung solcher 
auch bei l~ingerem Erw~,rmen unver~indert bleibender gelati- 
nSser Mengen vermieden, wenn man w~sserigen Alkohol Ver- 
wendet. Es zeigte sich aber dabei eine nicht ganz aufgekltirte 
Erscheinung. W/thrend bei Anwendung yon 96 bis 100% Alkohot 
Substanzen entstanden, die Jod enthielten und deren JodgehaR 
auch bei sonst wechselnden Bedingungen ziemlich gleich blieb 
(bis 5%), so waren die bei Anvcendung stark "vV/isserige n 
Alkohols entstandenen PrS.parate viel ~irmer an Jod, ja frei 
yon Jod. 

Es gelang s~hliel31ich, auch bei Anwendung yon absolutem 
Alkohol Verteilung ZU erzielen, und erwies sich das welter 
unten beschriebene Verfahren als ganz bequem. 

Bei den ersten Versuchen wurde nach Entfernung yon 
tibersehtissigem Jodmethyl und Atkohol in Wasser geworfen, 
wobei ungef/ihr die H~ilfte des Reaktionsproduktes als in 
Wasser schwer 16sliches Harz ausfiel. Die w/tsserige L(Ssung, 
konzentriert und mit (NHa)~SO~ ausgesalzen, gab eine Ab- 
scheidung, die zum geringeren Tell in Wasser schwer, zum 
grN3eren abet leieht ltSslich war. 

Aus Grtinden, die in der Einleitung schon erw~ihnt worden 
sind, haben wir auf die ohnedies sehr unvollkommene Trennung 
der beiden Substanzen verzichtet und weiterhin folgenden Weg 
eingeschlagen. 

50 g Casein werden mit t00 c m  ~ absolutem Alkohol in 
einer Reibschale gut durchgertihrt, in einen gerg.umigen Rund- 
kolben gesptilt und mit einer L6sung von t 3 g  KOH in 25 cm ~ 
absolutem Alkohol in kleinen Portionen unter heftigem Schtitteln 
vermischt. Man er.hftlt darauf eine nut wenig getrtibte L/Ssung, 
in der Casein nicht mehr zu sehen ist. Dann werden 50 g Jod- 
methyl zugesetzt und am Rtickflulgkiihler erhitzt bis zum Ver- 
schwinden der atkalisehen Reaklci0n, was naeh etwa 2 Stunden 
der Fall ist. Sodann wird dieselbe Menge KOH in Alkohol 
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uncl Jodmethyl noeh einmal zugesetzt und abermats his zur 
Neutralit~.t erhitzt. Sobald die Fltissigkeit nicht mehr alkatisch 
reagiert, wird das unverbrauchte Jodmethyl  und der Alkohol 
abdestilliert, bis das Destil!at mit Wasser keine Trtibung mehr 
gibt, und der Rfickstand mit 500 a m  ~ kochendem Wasser tiber- 
gossen, wobei ein Teil ungelSst bleibt. In die LSsung wird 
unbektimmert um die Abscheidun a festes Ammonsulfat ein- 
getragen, bis die F~illung beendet ist, wozu fund 190g gentigen. 
Nach dem Erkalten wird abaegossen. Die F~illung wird in dem 
dreifachen Gewichte 10prozentigen heif3en Alkohols votlst~indig 
in LSsun a g'ebracht und neuerdings mit Ammonsulfat ausgefiillt. 
Dieses Umf~.llen wird wiederholt, bis in der AmmonsulfatlSsung 
nichts Fixes nachweisbar ist, w o z u  ftinf F~.llungen gentigen; 
wir haben vorsichtshalber noch eine sechste ausaefiihrt. 

Auf diese Weise wurden 350g  Casein verarbeiteL Die 
Methylierun a wurde in sieben verschiedenen Operationen .vor- 
genommen, die Ausf~illungen mit dem vereinigten Material. 

Das Gewicht der beim AussaIzen sich abscheidenden ersten 
F~Ilung betrug 837g. Dieses Mehrgewicht erkl~irt sieh dadurch, 
dal3 die harzigen Abscheidungen aut~erordentlich viel Wasser 
einschlief3en. 

Bei der zweiten Ausf~.llun a trat eine Abnahme yon 158g 
ein, bei der dritten betrug die Abnahme 65 g. Nach den in 
analoger Weise durchgeftihrten vierten, ffmften und sechsten 
F~llungen wurden die Abnahmen noch geringer. 

Das Ausfttllen mit Ammonsulfat bezweckt nicht nut" die 
Beseitigung organischer Nebenprodukte, sondern auzh die 
Abtrennung der anorganischen Salze. Ob diese vollst~indig 
weggeschafft sind, erkennt man selbstverst/indlich sehr ein= 
fach, wenn die abgegossene LSsung yon Ammonsulfat beim 
Abrauchen mit Schwefels/~ure keinen fiXen Rfickstand mehr 
hinterl/il3t. Diese Probe wird wesenttich erleichtert, wenn die 
SulfatlSsm:g vorerst mit etwa dem gleiehen Volumen Alkohol 
vermiseht wird. Die Hauptmenge des Ammoniaks.alzes f/illt 
aus und infolgedessen wird die Dauer des Eindampfens und 
Glfihens auf die H~ilfte der Zeit verktirzt. Das zur Trockene 
gebrachte alkoholische Filtrat wird in der Platinschale erhitzt, 
bis keine D/impfe mehr auftreten, der kohlige Rfickstand mit 
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einigen Tropfen Wasser ausgelaugt, dieses neuerdings ein- 
gedampff, der R~ickstand schwach gegltiht und mi t  Chlor- 
barium geprfiff. Nach der ftinften Ausf~illung ist in tier Regel 
ein fixer Rtickstand nicht mehr nachzuweisen, doch wurde 
der Sicherheit halber stets noch eine weitere Umf~illung vor- 
genommen. 

Die von Alkalisalzen befreite Substanz, zirka 600 g, wurde 
in 10prozentigem heil3en Alkohol gelSst, mit .Atzbaryt die 
H~SO 4 in der Hitze genau ausgef~illt, und zwar so, daft die 
Flfissigkeit genau schwefels~ure- und barytfrei war. Wit 
kommen auf diesen Punkt bei Besprechung der Analysen 
zurtick. Bei der Prtifung auf H2SO ~ und BaCI2 entsteht leicht 
auch dann ein Niederschlag, wenn die Anwesenheit von 
Schwefels~iure ausgeschlossen werden kann. Er 16ste sich in 
sotchen F~illen in fiberschfissigem H20; die Trtibung rfihrt 
jedenfatls yon einem Aussalzen durch BaCI~ her. 

Die Yon H~SO~ und Ba(OH)s befreiten L6sungen wurden 
stark e ingedampff und im Vakuum endlich ganz eingetrocknet. 
Das Methyljodcasein hinterblieb als kaum gef~irbte schaumige 
Masse im Gewichte von 145 g'. 

Die Jodverbindung des Methylcaseins ist, zerrieben, sehr 
schwach gelb gef~irbt. Empfindtiches rotes Lackmuspapier wird 
durch das feuchte Pr~iparat nicht ver~indert, blaues schwach 
ger6tet. Die konzentrierte w/isserige LSsung ist nahezu Mar, 
auf Zusatz von Ammoniak erfolgt keine Trtibung, eine ganz 
deutliche abet auf Zusatz yon Schwefelstiure. Bei Zusatz einer 
gesg.ttigten LSsung von Ammonsulfat ist bei etwa Halbs~ittigung 
die Ausf~illung sehr reichlich. Sie wird durch Ammoniakzusatz 
-beeintr~.chtigt. 

Der Geschmack des Jodcaseins ist fade, ohne besondere 
weitere Eigentfimlichkeit. 

Die Farbenreaktionen werden tam Schlusse der Arbeit 
n~iher beschrieben. Daft alle von uns dargestellten Pr~iparate 
anf~inglich in Wasser nut teilweise 15slich waren, bei l~[ngerem 
Stehen im verschlossenen Gef~tI] aber vollst~.ndig 16slich wurden, 
ist schon bemerkt worden. 

Die Zusammensetzung des Methylcaseins wurde von ver- 
schiedenen Pr~iparaten ermittelt. Wit g'eben im folgenden 
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lediglich die Zahlen, welche bei jenem gefunden wurden, 
welches nach der hier mitgeteilten Vorschrift dargestellt 
worden ist. 

Bei Pr/iparaten, die wit anders, besonders bei Anwendung 
Yon wasserhaltigerem Alkohol dargestelR haben, haben wit 
blof3 den Jodgehalt  ermittelb der im allgemeinen kfeiner ge, 
funden wurde. Mitunter war :ein solcher eben nur nachweisbar. 

Die Substanz wurde vor tier Analyse im Vakuum bei 100 ~ 
getrocknet. Die getrocknete Substanz ist ~tuI3erst hygroskopisch. 

0"1568[ gaben C02: 0"3016g, H20: 0'1034g. 

0"1918g ~ * 0"3696g, ~ 0"1262g. 

0 " 3 5 8 9 f f  ~ N: 4 5 " i c m  s bei t----~21 ~ ~ - - - 7 4 6 .  

0'3154g ~ ~ 3 9 " 2 c m  3 ~ t = 2 2  ~ B = 7 4 6 .  

0 " 6 1 7 3 g  . 0 ' 0 6 3 1 g  AgJ .  

0 " 4 9 7 0 g  ~ 0 " 0 4 7 7 f f  

0 " 9 9 7 2 f f  ~ 0 "0286 f f  BaSO~. 

0 " 9 3 5 3 g  ~ 0 " 0 4 1 0 g  

l ' 0 1 O 6 g  ~ 0 ' 0 4 6 4 g  

0 ' 9 9 7 2 g  ~ O ' 0 3 1 3 g M g ~ P 2 0 7 .  

1 " 2 1 5 9 g  ~ 0 " 0 3 7 9 f f  

In 100 Teilen: 

C H 

52"46 7"38 

52"55 7"36 

" Gefunden 

N J S 

14"32 5"51 0 ' 3 9  

14"12 5"18 0 ' 6 0  

0"63 

P 

0 ' 8 8  

0"87 

Die Bestimmungen yon Methoxyl gaben: 

I. 0 " 7 0 2 7 g :  0 "1084 f f  AgJ.  

II. 0"4869f f :  0 " 0 7 6 6 g  >, 

lII. 0"5944f f :  0 " 0 6 8 3 g  ,> 

IV. 0 :6345g ' :  0 " 0 8 9 3 g  >> 

Die Besfimmungen von Stickstoffmethyi gaben: 

tI. 0 ' 4 8 6 9 g :  0 " 2 1 3 1 g  AgJ.  

IV. 0 ' 6 3 4 5 g :  0 " 3 9 1 5 g  

I II II[ IV 

OCH 3 . . . . . . .  2" 04 2" 07 1" 52 1 �9 76 

NCH a . . . . . . . .  , 2" 79 3 '  93 
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Die Jodbestimmungen wurden nach dem Gliihen mit Atz- 
ka.lk ausgef~hrt, die Schwefel- und Phosphorbestimmungen 
nach Asboth .  

Den Schwe%lgehalt betreffend, mlissen wir uns eine ge- 
.wisse Reserve auflegen. Nach den Erfahrungen der letzten 
Zeit fiber kolloide Substanzen kann es nicht wundernehmen, 
dal3 die genaue Entfernung yon Schwefels/iure aus der Roh- 
t~Ssung des methylierten Caseins auch bei peinlicher Aus- 
ftihrung grol3e Schwierigkeiten mit sich bringt. Wir sind durch 
Bestimmungen, auf deren Detail wir nicht eingehen, zu der 
Oberzeugung gekommen, daft unser PrS, parat etwas Schwefel- 
stiure enthielt, die, auf Sehwefel umgerechnet, etwa 0"06~ 
betr~igt. 

Wit haben aber auch festgestellt, dab unser Pi'~iparat auch 
Barium enth~tlt, und halten es ffir wahrscheinlich, dal3 Barium- 
sulfat kolloidal vorhanden ist. 

Einer genaueren Feststellung dieser Verh/iltnisse stehen 
ziernlich viele Wenn und Aber entgegen, auf deren Aus- 
einandersetzung wit an dieser Stelle verzichten. Wit begntigen 
uns deshalb mit der Bemerkung, dab eine vorsichtige Deutung 
unserer Resultate daffir spricht, dab der oben angegebene 
Oehalt an Schwefe! m6glicherweise um 0"2 bis 0 " 3 %  zu 
hoch ist. 

Infolge dieser Erfahrungen m6chten wir empfehlen, die 
Schwefelsiiure durch sehwaeh tiberschCtssigen Baryt zu ent- 
fernen und den Oberschul? dieses mit Kohlens~iure heiB aus- 
zufiillen, wie wir bei den ersten Versuchen auch vorgegangen 
sind. Die klar filtrierte L6sung hatte, mit Sehwefels~iure ver- 
mischt, niemals eine Trfibung gezeigt. Wir s ind  von diesem 
Verfahren nur wegen des sehr lastigen Schiiumens abgegangen. 
Letzteres l~il3t sich jedoch beim Einleiten yon Kohlens/iure in 
geschlossene Gefgl3e vermeiden. 

Da wir yon dem me.thylierten Casein viel weniger erhielten, 
als bei der Unl6slichkeit desselben in Ammonsulfat zu erwarten 
gewesen w~ire, haben wir diesem Verluste nachgeforscht. Es 
zeigte sich, daft der bei der F/illung mit Baryt entstehende 
Niederschlag, nach sehr sorgf/iltigem Auswaschen geglfiht, 
sich stark sehw/irzt. Die yon ibm eingeschiossene organische 
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Substanz kann aber eine irgend erhebliche Menge nicb[ aus- 
machen. 

Weiter wurden die yon den F/illungen abgegossenen, 
Ammonsulfat haltenden LOsungen untersucht. 

�9 Die Fltissigkeit yon der allerersten AusfO.llung wurde bis 
zum reichlichen Auskrystallisieren yon AmmonsuIfat ein- 
gedampft und mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt, 
Wobei sich die Hauptmenge des Ammonsulfats krystalliniseh 
absetzte, go  n diesem wurde abgenutscht, mit 50prozentigem 
Alkohol nachgewaschen, der Atkohol zum grat3ter~ Teil ab- 
destill[ert und der Rfickstand vollstg.ndig eingedampft. Seine 
Menge betrug 191g (KJ und Jodammon). 

Das Filtrat der zweiten Ammor~sulfatfg.tlung (etwa 3 l) gab 
bei analoger Verarbeitung einen in 50prozentigem Alkoho110S.- 
lichen Teil von 80 g. Die vereinigten zwei Rfickst/inde schiederr, 
mit Wasser verdfinnt, etwas Harz ab. Nach Beseitigung dieser 
wurde wieder eingedampft und durch nochmaligen Zusatz v0n 
AlkohoI kleinere Mengen yon Ammonsulfat abgeschieden. Die 
LOstlng enthielt sehr grol3e Mengen yon J0dammonium. Um 
festzUstellen, ob neben diesem greifbare Substanzen vorhander~ 
sind, wurde ein Teil nach dem Verjagen des Alkohols anhaltend 
mit B!eioxyd gekocht, bis der Geruch nach NH 3 verschwunden 
war. Vom tiberschtissigen Bleioxyd und Bleijodid wurde filtriert, 
mit Ag~SO~-LOsung genau ausgef/illt, das Filtrat mit H~S zer- 
legt, wieder filtriert und eingedampft. Der RClckstand war sehr 
gering, so dal3 merkliche Mengen organischer Substanz in der 
JodammonlOsung nicht enthalten sein kOnnen, 

Hydrolyse  des Methyleaseins. 

Zweimat je 35g, entsprechend im ganzen 65g  Trocken:- 
substanz, wurden mit der dreifachen Menge konzentrierter H~SO 4 
und der sechsfachen Menge H20 am Rfickflu/3ktihler t4 Stunden 
zum Kochen erhitzt. Nach beendeter Hydrolyse wurde das 
Produkt der Wasserdampfdestillation unterworfen, wobei e i n  
nach Fettsg.uren riechendes, sauer reagierendes Destillat tiber- 
ging (Reaktion auf H2SO 4 und J negativ). Bei der Titration 
mit '~/lo KOH wurden 35 c~n a verbraucht. 
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Der im Kolben verbliebene Rtickstand wird mit H~O ver- 
dtinnt und in dfinnem Strahl zu der berechneten und in H,O 
aufgelSsten Menge Ba(OH)2 zugegeben, so daf3 die Fltissigkeit 
schwach alkalisch reagiert. Von BaSO~ wurde abgenutscht, im 
Filtrat der geringe Obersch{il3 an Ba(OH)~ mit H~SO~ genau 
ausgef/illt, so dal3 die Fltissigkeit genau H,SO 4- und barytfrei 
war. Dabei zeigte die FIiissigkeit, auch wenn die Reaktion mit 
H2SO 4 auf tiberschtissigen Baryt deutete, deutlich saure Re- 
aktion. Vom B a S Q  wurde abgenutscht, der Niedersch!ag vom 
Filter genommen, verrieben und  neuerlich sorgf/iltig ausge- 
waschen. In dem B a S Q  war nut tiul3erst wenig organische 
Substanz nachzuweisen. 

Die von BaSO 4 befl'eite Fttissigkeit wurde konzentriert 
und drei aufeinanderfolgende Krystallisationen in der Menge 
yon 1"21, 1'41 und 2 " 5 5 g  erhalten. Sie waren tinter dem 
Mikroskop Leucin /ihnlich, Tyrosin/ihnliche Krystalle waren 
n icht wahrzunehmen, ebenso war die Reaktion mit Mil lon 's  
Reagens auf Tyrosin negativ. Auch die Jodreaktion blieb aus. 

Die erste Krystallisation wurde zweimal aus heit3em HiO 
umkrystallisiert. Die Elementaranalyse gab folgendes Resultat: 

0 " 0 w  Substanz gaben  0"1912 3 " CO 2 und 0 ' 0 8 8 4  2" H20.  

In 100 Teilen: 
Berechnet  

Gefunden fiir Leucin 

C . . . . . . . . . . .  ; . .  54" 04 54" 96 

H . . . . . . . . . . . . . .  10"25 9"92 

Die gesamten Krystallisationen wurden mit allen, auch 
der urspdinglichen Mutterlauge vereinigt, konzentriert, mit 
Salzs/iure gestittigt und nach dem Impfen mit Glutamin- 
stiurechlorhydrat zirka 10 Tage im Eisschrank sich selbst 
fiberlassen. Es trat reichliche Abscheidung v o n  Krystallen 
ein (unter dem Mikroskop Nadeln, durchsetzt mit Blg.ttchen); 
am Boden des Gefttl3es war ein geringer Satz bemerkbar, 
der aus BaCI ~ bestand. Deshalb wurde diese Krystallisation, 
deren Menge 8'16 g betrug, in H~O gel5st, die LSsung yon 
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dem B a r y t  mittels H, SO 4 genau befreit; filtriert und  die H~SQ-  

und barytfreie L5sung nach Zusatz  yon zirka 10 c ~  konzen-  

trierter HCI eingedampft. 
Die ]etzt abgeschiedene Menge GlutaminsRurechlorhydrat:  

betrug 6"21 g. 
Zur Analyse wurde nochmals mit Zuhilfenahme yon Tier- 

kohle umkrystallisiert.  

0"2809g gaben 0"2238g" AgC1. 

In 100 Teilen:  
Bereehnet Gefunden 

C1 . . . . . . . . . . . . . .  19"30 19"70 

Nach der Abscheidung von Glutamins/iurechlorhydrat  
wurde die Fltissigkeit zur Entfernung der Hauptmenge  HC1 

eingedampft,  mit H20 verdtinnt und mit 50~ Phosphor-  

wo!framsS.ure die Hexonbasen  ausgef/illt. Die F/illung wurde 
mit verdt innter  SchwefelsS.ure chlorfrei gewaschen.  Im Filtrat 

und in den Waschwtissern wurde die tiberschtissige Phosphor-  

wolframs/iure mit ,~tzbary t entfernt, das tiberschtissige Ba(OH)~ 
nach der Filtration mittels H~SO~ genau ausgef~llt, hierauf im 
Vakuum konzentriert .  Im Destiltat war  freies Jod nachweisbar.  

Nach vollst/tndigem Eindampfen im Vakuum hinterblieben 

43g.  Es wurde nach E. F i s c h e r  zweimal  verestert  und mit 
BaO die Ester  in Freiheit  gesetzt .  

Bei der Esterdestil lation im Vakuum wurden folgende 
Frakt ionen aufgefangen:  

I. Frakt. Bei 1 3 ~ r ~  Druck, Temp.  30 bis 40~ Ausbeute 4o~ 
II. ,, ,, 1 3 ~ r u  75 ~5 4 0 , ,  50~ ,, 3 g  

III. ,7 ,5 1 3 m ~  , ,5 50 ,5 110~ >, 1 5 g  
IV. ,, 5, 1 3 ~  5, ,5 110 ,> 140~ 55 5g" 

gesamte Ausbeut  e 2 7 g  

Der im Destiltationskolben verbliebene Rtickstand be t rug  
10 g; in wenig Alkohol gelSst, gab er mit CS~+Chlorwasser  
starke Jodreaktion. El" wurde in HC[ gelSst und eingedampft, 
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do eli zeigte sich zun~ichst keine Krystallisation. Nach aber- 
maligem L/Ssen in H,O wurde er mit Zinnchlortir erwiirmt und 
das Sn mit H2S ausgef/illt. Das Filtrat war jetzt bedeutend 
hetler ~ geworden; es wurde mit HC1 versetzt und konzentriert. 
Nach einigen Tagen trat beim Stehen in der K~ilte Abscheidung 
von Krysfallen ein, die das Atlssehen yon Giutamins/iurechlor- 
hydrat hatten. Sie wogen 1' 86 g. Die Mutterlauge krystallisierte 
abermals. 

Das vor der Esterdestillation zuerst tibergehende Gemisch 
yon ~_ther und Alkohol wurde mit HCI anges/iuert und ein- 
gedampff; ein merklicher R~ckstand zeigte sich nicht. 

Nach der Zersetzung der Esterchlorhydrate mittels Ba (OH), 
und dem Ausschiitteln mit Athei" wurde der t rockene R{ickstand 
mit HC1 angesiiuert, mit Alkohol vermischt, filtriert und kon, 
ze~ntriert, wobei reichiiche Abscheidung yon BaCle statffand. 
Die Ftt~issigkeit gab starke Jodreaktion. Vom BaCI~ wurde 
abgesaugt, das verdiinnte Filtrat genau baryffrei gemacht und 
ko~z-entrim't. Nach zirka einmonatigem Stehen traten Kry- 
st alte attf, die abgenutscht und mit kaltem absoluten Alkohol 
nachgewaschen wurden. Dabei zeigte sich, dab diese Kry- 
stalle in AIkohol m~ltislich, der anhaftende braune Sirup 
aul3erordentlich leicht 18slich war. Die Krystalle erwiesen sich 
a.Is anorganisch. 

Der in Alkohol leicht 1/flsliche Sirup krystallisierte nach 
l~ngerem Stehen in feinen Nadeln, die yon den obigen Krystallen 
viillig verschieden waren  und starke Jodreaktion gaben. Infolge 
ihrer geringen Menge konnten sie nicht untersucht werden. 

Die einzelnen Esterfraktionen wurden, in folgender Weise 
verarbeitet: 

Fraktion I und II wUl'den vereinigt und mit der zirka ffinf- 
fachen Menge H~O dutch Erhitzen am Rtickflul3ktihler w~ihrerid 
8 Stunden verseiff. Fraktion I[I und IV wurden gesondert mit 
H~O versetzt und mit Petroliither ausgeschtittelt, diese Ather- 
eXtrakte vereinigt und unter Zusatz yon HC1 eingedampft. 
Die abgeschiedenen Krystalle wogen, auf Ton getrocknet, 
4 '81 g. 

0"2987g guben 0"2488ff AgC1. 
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In 100 Teilen: 
Berechnet ftir 

s a l z sau res  Phenyla lanin  

C 9 H:2NO2C1 
v 

C1 . . . . . .  i 7 '  50 

Gefunden 

20"6 

Der Chlorgehalt ist also viel hSher, als sich ffir das Phenyl- 
alaninsalz berechnet. Ein Teil wurde mit Silberoxyd entchlort. 
Das Filtrat, konzentriert, gab, mit Kaliumchrornat und Schwefel- 
s/iure erhitzt, den charakteristischen Geruch nach Phenylacet- 
aldehyd, so daft also die Anwesenheit yon Phenylalanin wenig- 
stens qualitativ erwiesen ist. 

Die nach der Extraktion mit Petrolttther zurtickgebliebenen 
Mengen Ester wurden verseift, und zwar Fraktion III mit H20 , 
Fraktion IV durch Erhitzen mit der vier- bis ftinffachen Menge 

Ba(OH)~. 
Nach dem Verseifen wurden die vereinigten Fraktionen 

I und II, ebenso IIl mit wenig Tierkohle enff/irbt, filtriert und 
fraktionell zur Krystallisation gedampft, bis Alkohol den Rest 
klar 15ste. 

Die Ausbeute an sich dabei abscheidenden Krystallen 
betrug in Summa 3'15g. Die erste Fraktion wurde nach dem 
Umkrystallisieren analysiert, ebenso die allertetzten zwei An- 

sch~isse. 

0 ' 1 3 0 2 g  gaben  0 ' 2 5 7 1 g  CO~ und 0 " 1 1 7 2 g  H20. 

0 ' 1 6 3 3 g  ~" 0 " 2 8 6 9 g  ~ >> 0 " 1 2 9 9 g  >, 

In 100 Teilen: 
Gefunden 

C . . . . . . . . . . . . . .  53"86 47"94  

H . . . . . . . . . . . . . .  10"07 8"84 

Die ersten Anschtisse enthalten demnach vorwiegend 
Leucin, die sp~iteren aber auch niedere Aminos~uren. 

Der in Alkohol bleibend 15sliche, nicht krystallisierende 
Anteil, rohes Pro l in ,  wog 2 "11 g. 

Die aus Fraktion IV erhaltene Asparagins~iure wog 0" 076 g. 
Das Filtrat yore asparaginsauren Baryt, mittels H~SO~ genau 
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vom Ba(OH)2 befreit und mit Tierkohle entf/irbt, hinterliei3 
I" 98 g. Nach dem Verwandeln ins Chlorhydrat trat selbst nach 
l~ingerer Zeit nur geringe Krystallisation auf. 

Hexonbasen. 

Der Phosphorwolframs/iureniederschlag wurde, wie schon 
erwS.hnt, durch 5fteres Anreiben mit verdtinnter Schwefels/iure 
und Absaugen yon Salzs/iure befreit, dann dutch mbglichst 
wenig NHa in Lbsung gebracht und in tiblicher Weise mit 
Baryt zersetzt, dann mit Kohlens~iure behandelt und zur Ver- 
treibung des Ammoniaks zum Sirup gedampft. Er wurde 
sodann nach K o s s e l - K u t s c h e r  behandelt. Statt Silbersulfat 
trugen wit frisch bereitetes Silberoxyd ein. Dieses setzt sich 
in sehr fein verteiltes Sulfat um und erreicht man hierbei den 
Endpunkt leichter, als wenn geriebenes Sulfat eingeworfen 
wird. 

Die das freie Lysin enthaltende Fraktion wog, zum Sirup 
gedampft, 21g, also aul3erordentlich viel. Mit alkoholischer 
Pikrins/iure schied sich ein Harz ab, welches in keiner Weise 
zum Krystallisieren gebracht werden konnte. In der alkohoii- 
schen L6sung blieben 11 g. Auch dieser Anteil krystallisierte 
nicht. 

Infolgedessen wurden beide Fraktionen mit Schwefels/iure 
zersetzt, die Pikrinstiure durch oftmaliges Ausschtitteln mit 
Ather entfernt und in beiden Fliissigkeiten das Ausfg.llen mit 
Phosphorwolframsg.ure wiederholt. 

Die Niederschl~ige, in bekannter Weise zerlegt und die 
sehliel31ich resultierenden Sirupe abermals mit Pikrins~iure be- 
handelt, zeigten wiederum nicht die Spur einer Krystallisation, 
so dal3 die Anwesenheit yon Lysin ausgeschlossen werden 
kann. 

Versuche, mit A g N Q ,  Cu(NO3)~, H, PtC16, AuCI3, Queck- 
silberjodidjodkaliuml6sung etc. Krystallisation zu erzielen, ver- 
liefen negativ. Ein Teil, mit gef~illtem CuO gekocht, gab s t a rke  
Blauf~.rbung, beim Eindampfen jedoch ebenfalls keine Krystalle. 

Die Filtrate der zweiten Phosphorwolframstiurefiillung 
wurden mit Baryt zersetzt; schlie131ich entstanden Krystalle 
vom Charakter yon unreinem Leucin. 
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Bei der Bestimmung von Histidin und Arginin nach dem 
modifiz:erten Kossel-Kutscher-Verfahren fiel schon die Ge- 
ringftigigkeit der Silber-, beziehungsweise Quecksilbernieder- 
schl/ige auf. 

Wit erhielten schliel31ich eine Krystallisation yon Histidin- 
chlorhydrat vom Gewichte 0"02 g und das Arginin berechnete 
sich nach der Titration mit a/an. Salpeters/iure mit 0"14g. Bei 
der Geringftigigkeit liet3 sich nicht konstatieren, ob die Ver- 
bindungen wirklich vorliegen. 

Zur Ausfiihrung der bekannten F a r b e n r e a k t i o n e n  
wurden 1 5g Casein, mit der eben notwendigen Menge KOH 
mit Wasser auf 20 c m  3 aufgeftillt, l ' 5 g  Jodcasein mit 10pro- 
zentigem Alkohol gleichfalls auf 20 c m  a gebracht. Zu jeder 
Reaktion wurde je 1 cm a der L6sung gebraucht und alle Zus/itze 
ganz gleich gew/ihlt. 

Reaktion Casein Methyleasein 

Biuret . . . . . . . . . .  violett in gleicher St/irke 
Millon'sche . . . . . .  Rotf/irbung keine Reaktion 
~.-Naphthol . . . . . .  violett in gleicher St~irke 
Thymol . . . . . . . . .  rot ,> ,, ,, 
Glyoxyls~ure . . . .  violett st~.rker violett 

Die letzterwg.hnte stg.rkere Glyoxylreaktion beim Jod- 
methylcasein kann allerdings vom Jodgehalt herrtihren. 

Ferner wurden je 1/: 0 g trockenes Casein und Jodcasein 
mit je 3 c m  a konzentrierter HCI erw/irmt; die Fltissigkeit f/irbte 
sich dunkelbraun, doch war die F~.rbung beim Casein stgtrker 
als beim Jodcasein. 

Ebenso war beim ErwS.rmen der 7prozentigen L/Ssungen 
mit dem dreifachen Volumen rauchender Salzs/iure die beim 
Casein auftretende F~irbung stS.rker. 

Die Methylierung anderer Proteine ist im hiesige!: lnstitut 
im Gange. 
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